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Abstract (Basic) : EP 417563 * ^ /cc 

Insoluble TNF-BPs, or soluble and insoluble fragments of these (55 
or 75 kD-SDS PAGE) , in homogeneous form, and their salts are new. DNA 
sequences (I) encoding TNF-BPs , and derived amino acid sequences are 
given in the specification. (I) consists of a sequence encoding a 
TNF-BP and a sequence encoding all domains, except the first domain, of 
the human Ig having chain constant region (IgG, IgA, IgM, IgE, esp. 
IgM IgG type 1 or 3) . TNF-BP can be prepared by culturing hosts, e.g. 
mammalian or insect cells, transformed with a vector containing- (I), 
and isolating and purifying the product. 

USE/ ADVANTAGE - TNF-BP is used in a therapeutic product, and as 
an antigen for the production of mono- and polyclonal antibodies. 

In an example specific TNF-binding capacity at various concns . is 
measured in a filter test: Kd = 10 power(-9)-10 power(-lO) M. «?(26pp 
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CH-4002 Batal(CH) 


© TNF-blndende Proteine. 




© Die vorflegende Qfindung betrifft nichtJSsfiche Proteine sowie I6*fiche Oder nkhttosfiche Fragmente davon. 


die TNF binden. In homogener Form, sowie deren physiloglsch vertrfigGchen Salze. fnsbeaondere solche 



Proton© mit einem Molekutargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nlchtreduztorande SDS-PAGE-Bedingungen). 

Verfahren zur Isofierung solcher Proteinen AntikGrper gegen sotehe Proteine. ONA-Sequeozen, die fOr nichtWs&- 
rs cho Proteine sowie (6sGche odor rrichtiSsHche Fragment* da von, die TNF bmdan, kodieren, wie aotehe, die fUr 
JT Proteine kodieren, die zum einen Toil aus elnem Idslichen Fragment das TNF bindet und rum anderen Teil aus 

aJten Dom&nen auaser der ersten der konstanten Region der scbweren Katte humaner knmunglobunn* besteben 
O und die davon.kodierten rekomWnanten Proteine wie Verfahren zur deren Heratellung mltieta transforms rter pro- 
p wie eukaryotischer Wirtszetlen. 
ill 
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TNF-BINDENDE PROTHNE 



Tumor Nekrosis Faktor a (TNFq. auch Cachectin). auf Qrund seiner haOTcXTagisc*i-fWat>tisi«r«oden 
Wirkung auf bestimmte Tumor en entdeckt. und Lymphotoxiri (TNFfl) «nd zwel nahe verwandte Peptfdfakto- 
roo f3] aus der KUsse der LymphoWoe/Cytokirw. ale fan folgenden beide eis TNF bezetchnet warden [aiehe 
Uebecsichtsarueiten 2 und 3J. TNF verfOgt Ober ein brettes zeOuttre* Wirkurxjsspektnjrn. Beispietsweise 

s besitzt TNF inhfWeroncJe oder cytotoxische Wirkung tut eine Reihe von TumorzeOfinien [2,31 stfmufiert <fie 
ProGferatfon von Rbroblasten und die phagozytierende/c^totaxische Aktivittt von myeloiachen ZeDen 
[4.5.6], induziert AdhSsJoosmoiekOle In Endothelzeflen oder Got eine hhibierende Wirkung auf BKtothel aus 
[7Afi.lO], inhfWed die Synthase von apezifischen Enzymeo In Arfpozyten [11] und Wuriert dte Expression 
von HistokompatWIHatsartUg^nen (12J. Manche (fieser TNF-Wirtarogen we<den Ober eine Wuktion von 

10 anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mrt anderen Faktoren, wie beisptofsweise frTterferonen 
Oder InterteuWnen erzielt [13-16]. 

TNF 1st bei eJner Relhe von Pathotoglschen Zustfinden, befspielswelse Schockzustfnden be! 
Merengococcen-Sepsis [17], bei der Entwtekhjng von Ai/to(mmurh<3k)n^ky>ephrito bei Mflusen [18] oder 
bei cerebraler Malaria bei MSusen [19] und beim Menschen [41] hwoMert Ganz angemeln scheinen die 

is toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittett zu seln [20]. Wetterhin kann TNF wfe kiterieukirvl 
Fieber austSsen [39]. Auf Grund der pleiotropen funkbonellen Bgenschaften von TNF kann man armehmen. 
dass TNF in Wechsehvirkung mrt anderen Cytokfnen bei einer ganzen Relhe welterer pathologischer 
ZustSnde als Mediator von Immunantwort EntzOndung oder anderen Prozeasen betel Ugt 1st 

Diese biotogischen Effekte werden durch TNF Ober spezfflsche Rezoptoren vermittett, wobel nach 

20 heutigem Wissens stand sowohl TNFa wie TNFfl an die gleichen Rezeptoren binden [21 J. Verschiederte 
Zelltypqn unterscheiden sich In der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22^3,24]. Solche ganz ellgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovaJente Bindung an radioaktfv maridertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wo bei die fol enden scheinbaren Motekulargewichte der erhaftenen TNF/TNF- 
BP-Komp!exe ermrttell wurden: 85/1 00 kO und 75 kD [24], 95 kO und 75 kO [25], 138 kO. 90 kD, 75 kO und 

» 54 kD [26]. 100i5 kO [27], 97 kO und 70 kD [28] und 145 kD [29J. Mrtteis enfrTNF-AntikOrper- 
Immunoaffinitatschromatographie und praparativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SOS-PAGE) konn- 
ts ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaftung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-AnaJyse ergab mehrere Banden, die ellerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedtngungen. die zu der SpaJtung des Komplexes verweodet werden 

jo mOssen. zur Inaktivierung des Bindeprotelns fQhren [31]. 1st tetzteres auch nicht mOglteh gewesen. Die 
Anreicherung von 16s lichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mtttels tonenaustauscher- 
* Chromatographie und Gelfittration (Motekulargewichte Im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et al. 
beschrieben [30}. 

Brockhaus et a!. [32] erhielten durch TNFa^igarKier^oltfitschromatDgraphw und HPtC aus Membran- 
es extrakten von HL60-Zellen eine angerelcherte TNF-BP-PrS paraxon, die wiederum als Antigenprfiperalion rur 
Herstellung von monoHonalen AntikOrpem gegen TNF-BP verweodet wurde. Urrter Verwendung eines 
solchen immobiQsierten AntJk6rpers (tmmunaffirtftatschro^ mlttels TNFa-UgandenafflnJ- 

etschrornalographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte. Preparation von TNF-BP erhalten, (fie In der SDS-PAGE-Analyse eine starke bnaite 
40 Bande be! 35 kD. eine achwache Bande bei etwa 40 kD und eine tehr cchwache Bande Im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Obrlgen zeJgte das Gel tm Bereteh von 33 kO bis 40 kD einen 
Prxrtalnhintergrundschmler. Die Bedeutung der so erhartsnen Protelnbanden war jedoch im Kinbfick auf ole 
Heterogenitat des verwendeten Ausgangsmateriais (Ptacenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Plaoenlen) nicht War. 

45 Gegenstand der vorfiegenden Erfindung »nd nlchtKJsfiche Proteinen dJi. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. eogenannte Rezeptoren. und WsGche oder nlchWs8che Fragmente davoru die TNF binden (TNF- 
BP). tn homogener Form, sowte deren PhyiJoJoglsch vertrflgfiche Saize. Bevorzugt aind aotehe Proteine. die 
gemSss SOS-PAGE urrter nicht reduzierenden Be<flngungen durch tcheinbare Mc>iekutargewtahte von etwa 
55 kD. 51 kD, 38 kD. 36 kD und 34 kD bzw. 75 kO und 65 kD charakterlslert aind, hsbesondens aotehe mrt 

so etwa 55 kD und 75 kO. Wefterhin bevorzugt aind aotehe Proteine, (fie durch werigstent eine der folgenden 
AminosSureteitsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Leu-Val-Pro^is-Leu^ly-Asp-Arg^tu-Lys-Arg-Asp-Ser^^ 
X-Asn-Ser-Ile 

(IB) Ser-Thr^rcMjtu-lys^Slu^ly^lu-L^ 

(IIA) Ser^lr^Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-ThrHjeu4jeu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu^ 
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is 



20 



"nEiile-X-Pr^ly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-AU-Leu-Glu 

s (I'F) Leu-Cys-AJa-Pro 

(1IG) Val-Pr^His-Uo^ro-AJa-AsP ^^^^^ X Wr tfnen Amtnoaaurerest ttaht der 

nlcM aindeutig ^ h m f rr^^F-BP dutch efne N-termlnale Tltsequenz charakterttert worden 
lm Stand der Techn.k amd borettt inr » r „ dch ^ Soquetu voo der 

BP. j . malAimn ri-w .uck vodahrwn zur boDerung der orfindungsgomBssen 

Gegenstand der ^ 9 ^"^^^ ta w«*«t**en * fokjenden Relnl- 

TNF-BP. Diese Verfahren m ^f h a ^^ n ™r7 s zeHder GowabeeKtraktes. krm^rMtscrtfoma- 
Ounosschritta nachelnander eu ^ rt ^^^ll^^^ hoduuMsende ROssigteKs- 

tographie und/oder ein- ^"f^ S K*SS1" (SOS-PAGE). Die Kornbina- 
chromatographie (HPLC) ond prtpOTtwe R*Z^«chritta 1st Kir don Ed 0 Ig *« 

ben der aus dam Stand der Tadnk j^ e ^^^ e TIha^ der z, .oseoden Aufgabe 
erf.ndungsgemassen ™^-£^££^ dTursprfnflOcr, flr die Anreicherung voo TNF- 
modifizlert und verbessert wurdan. So »^de Deispie^e^ ^ ^ deMffl . 
BP au S humane, Placenta [31] ^^^^Z^Z^t^oT^^ verwendet wur- 
nWtschrornatographie-Schrtt. dadurcn abgea ^J^^Sm in Rett* mh der ^munaffinitats- 
* do. Oiese Voraaule wurde zum Auftrag des ZeJ- ^^™*Jj£g des ExtraWes wurden die belden 
sau.e und geW von der UgandenamnHS^ute g***^* ^p^ven Fraktiooen wurden 
zufctztgenannten SSu.en (Or die During dea 

nochmals Ober eine Ugandenaffinrta ta s5o ^^ e *"^ rweraerK-haltigen Losungsmittelgemlsches. 
Urnkeh^hasen-HPLC-Schn^ von SSugerzellen. aus denen 

30 Femer 1st auch eln techrUsches Vrtat«m ^ Bn sotches Verfahren zelchnet 

TNF-BP isotiert warden konnen Gegensto* *^3SdSn ^a^SmserforrJernisse der verwendeten 
s lc*,dadurchBus.das S einMed,um wel^sturdie^^s^ 2 ^^en 

Ze«e entwickeH ^J"^^ 

Perfusionsapparaujr venrvendet wird. Mine* «nos ^ . 

Zel bis zu^hr a.s 20-tach Mh« ^^ 0 «* ^A ^uenzeo. die flr Proteine und tts.iche 
Zusatzficn dazu betritft d,e ^° n **^ OanLc sind belsp.elswe.se DNA-Sequen- 

. Das no.*t dass von dor Tl'^Z^^^^^ u^Sooen von einem Oder 
ONA-Sequenzen umfasst aind. ^.^^^Seq^rT^n. wobel as sk* bei den davon 

Bevorrugt «nd e<nma. ^rfST^ei^ ^d^Tda^estama Soquenz blonder, 
Motekuiargewtcht von etwa ^^^J^^l^^^^^ Protean todiereo. 
bevorzugt tet vrie Sequenzeru dJetOr ^ .^^J^^^^^hv^n^ tocfiert. rrtcht von 

NuUaoM -185 bis 1122 der In Abtxldung 1 W s 633 tew. von Nukleofid -14 bis 
Fragmente kodieren. sind ^pieiswe^k^e ^^^ , ^ n(ans o^s^uenxen. die fUr ein 

srv:r:r^k?kSn^ 
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so 



es 



enthalten. bevorzugt slnd. Basooders bevorzugte DNA-Seaueiuan ««v« « * „ ^ ~ 

partiellon cDNA-Sequenz in Rour 4 kodiert. *ob«i ZT* ~J ' 9 ,,H von der 

btMnmtn ArninosUsec. l^o^Tlo^ S^^'^ ** "^"tall 

Sequent, die *r niaUHsBche ^che ^^^^^^^^0^^ J - °^ 

«uf Grund der Hydcophinepcofite dor von den (Or sok^STc^r, ^L^T^ Wnnefl 

•equenzen abgelerteton Amirv^orssequenzon bestirnm, w^Z l«*nwSan NukMnsW 

'0 Die ErthxJung betrtm wetterhm DNA-Sequenzan. die abut k>vt,k^_«„ 

binden kodiert (sc.) und die^ T^^? JZST """^ * ™ F 

•constant Region der screen Kette voo ^^iZS^S^^yTlZT ** 
Die vorfiegende Erfindung beWfft nafflrOch auch ^i^^^^^y^^'^ 
is anten Proteine. SeftwtveotSndSch rind dabef auch solche pSST^TS^ wtoo,btn - 
«n. belspielswelse outteU. 0 «*r.,r Mulag^. ArS^^^S^ ^ A ^ tJre3 *^"- 

2 iST" ^ J NF ; BP °** **" ^^^^^^^^ 

dert oder erhalten wuroen. Amlnosaunwustauschfl In ProWrwT^^^i^T iT?^ M w,n " 
« AWivrta, so .cner MotekOle nlcht varfindem. sind im sld der^S t^J^JlS^f^- ** 
Neurath und FLL Hill m The Proteins' (Academic Praw hL ^fl™^^^^ 8 '*' ^ H 
M, bescnneben. D,e an, hasten ^^A^t^ ^ ^V^^"^ 
AJ»Glv. AlaOhr. Ser/Asn. Ala,VaJ. Ser/Gly. TyrrPhe Lv^Arn J^T ' Y ^P* 3 ^ 1hr/Ser - 

As^Gly. sowie so.che In vrnoekenrter Selene CS^^^t,^ ""(SL^'"- 
« erfindungsgemassa PNA-Sequeruen arrthalten und zur Tr^Zj^^J^*™ 2?°?' *" 
**en Wirtssysternen geeignet and. wobe. so*** Vektoren btv^ *2TS^SS^ 

selbst oder doren KutturOberstanden. verwnaunoen aus don Wirtssystemen 

,* ^egerxte Erfindung betrifft schDessnch die Veovendung tolcher TNF-BP « u - . 

lung phannazetitischer Praparata brw. andererseits zur Behandbno v^lLS^n ^ HerSt91 - 

deren Verlauf TNF Invotviert ist «nanamng von Krankherten. bevorzugt solchen. in 

« Methoden des Standes der TechrA mlttete ooeten3X^w!l-^IJ^ n bakanntof1 
Oc.y^.ucopy^nosld (Octyi 0 k J co i SdTt^S^ '^>- 
"at (CHAPSK im b«on*«n mrtteU Triton X^SJ^Z^S^^ 8U, " > - 
*>w«che«en Zelten .xtmhiert wrden. Zum Nachwe* «TZ^^! «rtaentrtfuoIertan und 
deten Nachwelsmetfxxlen fQr TNF-BP belsoleSeiL ^^^S? 0b<c *^ l » v-fwen- 

Be.sp.el t. venvendet warden. Zur Qewmnung dor mfl^nxw^LrTT^P^^ 
Roinigung von Prote.nen. **»*o<*ZZZ^ «* 
Tochna, wie bolspielswalse "^-t-usc^v^ *>' 
und SOS-PAGE verweodet trerdea Besonders bJ^^iL-^T^ ~^ Uchrom »*V«P««. HPLC 

don und Imrnuwffinitatsch/omatographie. HPLC und SDS-PAGE B*undonon Ugan- 

aufgetrennten TNF-BP BandeVkarTn rUch bekanmeTMeSn Z S0S4,AGE 
^e 1$ aoktroeMion nac, Hunkaplller e« a,. W ^^^^T^TtZ 
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angegebenen Etektro-Oiaiysezeiten general! zu vefdoppeln sind. Danach noch verbWbeodo Spuren von 
SDS konoen dann gem5ss Bosserhoff et al. [50] entfemt werden. 

Die so gereinlgten TNF-BP kSnnen mittels dec kn Stand dor Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie. wie beispielsweise N-tarminale Amirwsa^esequenzienjng Oder enzymatJscho wie chemische 
5 Peptidspaltung charakterisiert warden. Dutch enzyrnatische odor chemische SpaJtung erhatane Fragmente 
kOnnen nach gSngigen Methoden. wie beispielsweise HPLC. aufgetrennt und setost wieder N-terminal 
sequenziert warden. Solche Fragmente, die setbst nodi TNF binden, Ictinnen mittels der obengenanntsn 
Nachnoismethoden fflr TNF-BP Wentifiziert warden und rind ebenfafls GegensUnd der vorSegenden 
Erfindtrtg. 

to Ausgehend «cn der so erh&ltfchen ArTriro3&ure$e<^rtdnformai>oo Oder den In Figur 1 wie Figur 4 
dargesteltton DNA- wie AmHiosSureeequenzsn WJnnen unter Beachtung der Degeneration dec genetischen 
Codes nach Im Stand der Technik bekannten Methoden goelgneto OfigonukieotWe hergesteitt werden [51 J. 
Mittels diesef kfinnen dann wie de rum nach bekannten Methoden der MoWajUrblotogie [42,43] cDNA- oder 
oonomische DNA-Banken nach Kionen. die RJr TNF-BP kodierende NuWetnsfiuresequenzen enthalten, 
is abgesucht werden. Ausserdem Wnnen mitlels der Po^erase-Ketierireektion (PCR) [49] cDNA-Fragmertte 
ktooiert werden. (ndem von zwei auseinanderCegenden. relativ kurzen Abschnftten der Afrtfnos4uresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes votlstSndfg degenerlerte und In Ihrer Kornptementarttfit geeignete 
OGgonucteotide als •Primer" eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen boiden Sequenzen Kegende 
Fragment ampGfiziert und identiftziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz elnes derartigen 
20 Fragmentes ermoglicht eine unabhSngige Bestimmung der AminosSure-Sequenz des Proteinfmgmenfs. fOr 
das es kodiert Die mittels der PCR erhSWichen cDNA-Fragmente kOnnen ebeofaJls, wie bereits (Or die 
Oligonukteotide wtost beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fur TNF-BP kodlerende 
Nukteirtsauresequenzen enthaiteoden Klonen aos cDNA- bzw. genomlsche DNA-Banken verwendet werden. 
Solche NuWeinsfiuresequenzen k6nnen dann nach bekannten Methoden sequenziert warden (42 J. Aufgrund 
25 der so bestimmten wie der Wr besiimmte Rezeptoren beretts bekannten Sequenzen kOnnen solche 
Teilsequenzen. die TO r fcsHche TNF-eP-Fragmente kodieren. bestimmt und mtttels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsec^enz herausgeschnitten werden [42V 

Die gesamte Sequeoz oder solche Teilsequenzen k6rmen dann mrttels bekannter Methoden In Im Stand 
der Technik beschriebene Vekioren zu deren VervieUattigung wie Expression In Prokaryoton Integriert 
30 werden [AZ\. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Baxterien, wie beispielsweise E. coli StSmme. wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W3110 [ATCC Nr. 27 325) oder B. subUlis Stamme dar. 

Weiterhin kCnnen erfindungsgemasse NukleinsSuresequenzen, die fOr TNF-BP sowie fUr TNF-BP- 
Fragmente kodieren. in geeignete Vekioren zur Vermehrung wie Expression In eukaryotischcn Wirtszeilen. 
35 jme beispielsweise Hefe. Insekten- und Sa*ugerzel1en. mittels bekannter Methoden Integriert werden. 
^Expression sofcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie Insektenzellen. 

&i typischer Exixessiortsvektor fur Saugeraetten enthStt ocn effizientes Promotoretement. um eine gute 
TranskripfoasratB ru erzieten. die zu exprimlerende DNA-Sequenz und Signale far eine effiziente Termina- 
tion und Potyedenyfierung des Transkripts. Weitere Bemente. die verwendet werden kOnrven. slnd 
40 "Enhancer", wetche zu nochmais verstlrkter Transkription fDhren und Sequenzen, wetche z.8. eine ISngere 
Kaibwertszeit der mRNA bewtrken k6nnen. Zur Expression von NuWeinsiuresequenzen, denen das endo- 
gene fUr ein Signalpeptid kodierende SequenzstOck fehtt kfinnen Vektoren verwendet warden, cfie sotehe 
geeignete Sequenzen, die fUr Signalpeptide von anderen bekannten Prcrtsinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Culten. B.R In Ce« 46 . 973-A82 (1986) betchrtebene Vektor pU268 oder auch bei 
<s Sharma, S. et al In "Current Communications In Molecular Biology", tdt. by Getting. MJ„ Cold Spring 
Harbor Lab. (1985). Seften 73-7& 

Die meisten Vektoren, die fOr eine transiente Expression etner bestimmten DNA-Sequenz In Saugerzel- 
len verwendet warden, enthaten den Beptot k x a m ap r on g dee SV40 Virus. In Zrtlen, d»e das T-Antigen des 
Virus exprfcnieren, ( rfi . COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt Bne vorOborgehende Expres- 
60 skxi bt eber rtcht auf COS-Zellen beschr5nkt. Im Prinzip kann )ede transfektierbare SfiugerzeflSnie hierTOr 
verwendet werdert Signale. die eine atarke Trenskriptkxi bewirken kOrmen, aind zJB. ole frOhen und aptten 
Prornotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major Immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner CytomegaJovirus). die LTRs ("long terminal repeats*) von Retrovtreo, wie beispielsweise RSV. 
HIV und MMTY. Es kOnnen aber auch Signale von zeUuttreo Genen. wie Z.B. die Prornotoren des AkUn- 
65 und Collagenase-Gens. verwendet werden. 

Altemaliv konnen aber auch stabile Zennnien, die die spezifische DNA-Sequenz Im Genom 
(Chromosdm) integriert haben. erhaiten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit etnem 
selektierbaren Marker, Z.B. Neomycin. Hygromycin. Dihydrofotat-Reduktase (dhfr) Oder Hypoxanthln- 
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Gu^ir>4>^phoribosyttransfef3S6 (hgpt) kotransfektiert Ow stabil Ins Chrorrosom etng^bauta ONA-Se- 
quenz kann auch ncch stark vefmehrt warden. Ein gedgneter Selektionsrnarker hierfOr 1st baUpielsweise 
die Oihydrololat-Reduktase (dhfr). SSugerzelten (z.B. CHOZefien), welche ke/n Intaktes dhfr-Gen entbaften 
werden hierbel nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat Wcubiert Atrf diese 
Weise k6nnen ZellSnlen erhaften werden. welche roehr tls tausend Kopien dec gewOnscnten DNA-Saquenz 
enthalten. 

Saugeczellen. welche fQr die Expression veowdet werden kfirmen, dnd z.B. Zoflen der menachfichen 
Zelllinien Hela (ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 15731. «ow1e 3T3- [ATCC CCL 163] und l-Zelkn, z.B 
[ATCC CCL 149}. (CHO)-Zellen [ATCC CCL 61 J. BHK [ATCC CCL 10]-ZeUen towie die CV 1 [ATCC CCL 
70Y und dia COS-ZallEnien [ATCC CRL 1650. CRL 1651 J. 

Geeignete Expresskxosvektoren umfassen beisplelsweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109L 
p$V2dhfr [ATCC 37 146], pSVL (Pharmacia, UppsaJa, Sweden). pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala, Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren rind (fia In Beisptet 0 varwandatan Vektoren 
"pK18- und *pN123\ Dfese kCnnen aus den mit linen transformlerten E. coKSt5mman HB10l(pK19) und 
HB101(pN123) nach bekannten Methoden JsoGert warden [42]. Diese E. cofl-Stfmma wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutsche n Sammlong von Mflooorganismen und Zellkutturen GmbH (DSM) In Braunschweig 
BRO unler DSM 5761 fQr HB101(pK19) und OMS 5764 fQr HBl01(pN123) Nntertegt Zur Expression der 
Proteine, die aus elnem KSsIichen Fragment von ntehtifislichen TNF-BP und ainam Immunglobufinanten. d.h. 
alien OomSnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Ketta, bestehen, eignen slch 
besonders pSV2 abgeleltete Vektoren wie beisplelsweise von German, C. In "DMA Oonlng* [Vol. ir,"edt von 
Glover. O.M.. IRL Press. Oxford. 1985] beschrteben. Besonders bevorzugte Vektoren slnd die' bet der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganlsmen und Zellkutturen GmbH (DSM) In Braunschweig. BRO hlnter- 
tegten und in der Europiischen Pate ntaome (dang Nr. 901073935 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315). pCD4-H T l (DSM 5314) und pCTM-H^ (DSM 5523). Besagte EuropSischo Patentschrift wie die 
In Beisptel 1 1 angegebenen fiquivaJenten Anmeldungen anthaJten auch Angaben bezOglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chJmfiren Proteinen (siehe auch Belsplel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren (Or die Expression von solchen chimSren Proteinen mit andereo ImmungbbuUn- 
anteilen. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hSngt vom gewShlten Expressions- und 
Vektorsystem ab. Eine Uebersicht Ober diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et aJ.. "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" In 'Methods In Molecular Biology" [Nucleic Adds Vol. 2, 1984, Walker, J.M., 
ed, Humana, Clifton. New Jersey}. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama [•High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA", Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752, 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al., "Upofectin: A highly efficient Bpid-medjated DNA-trans?ection procedure*. Proc 
# Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987], 

Zur Expression In Insektanzellen kann das Baculovirus-Expresslons-System. welches schon fur die 
Expression einer Relhe von Proteinen erfcrfgrelch eingesetzt worden 1st (fUr eine Uebersfcht stehe Luckow 
and Summers. Biotechnology 6 , 47-55. 1968). verwendet warden. Rekombinante Protelne kCnnen 
authentisch oder als Fuslonsprotelne hergestellt werden. Die so hergestellten Protelne kOnnen auch 
modrfiziert wie beisplelsweise glykosyfiert (Smith et at, Proc Nat Acad. Set USA 82 . 8404-8408. 1987) 
sein. FOr die Herstellung eJnes rekombinanten Bacuiovirus. der das gewQnschte" Protein exprfmiert. 
verwendet man einen sogenamten Transfervektor'. Kiarunter versteht man ein Plasmid, watches die 
heterbloge DNA-Sequenz untac der Kontrofle alnes starkan Promoters, z.B. dem das PolyhecVingens, 
enWft wobel diese auf beiden Setter, von viralen Sequenzen umgeben 1st Besonders bevorzugte Vektoren 
sind die in Belsplel 10 verwendeten Vektoren -pN113' ( «pNH8' und m pH\24\ Diese Winnen tus den mit 
frnen transformlerten E. coR-Stfimmen HB101(pN113). HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten 
Methoden IsoOert werden (42J. Diese E. oofi-Stfimme wurden am 26. Januar 1990 be! der Deutschen 
Sammlung von Mnooorganlsrnen und Zellkufturen GmbH (DSM) (n Braunschweig, 3RD, urrtar DSM 5762 fur 
HBl01(pN1t3). DSM 5763 (Or H8l01(pN119) und DSM 5765 fur HB10l(pNl24) WrrtarlegL Der Transfervek- 
tor wird dann zusammen mit DNA des Wilcftyo-Bacutovirus In die tnsektenzeilen transfektiert Die In den 
ZeHen durch homotoge Rekombfnatkxi entstehenden rekennbinanten Vlren k6nnen dann nach bekannten 
Methoden Werrtifiziert und tsoGert werden. Eine Ueberaioht Ober das Baculovlrus-Express^onssvstam und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luofcpw und Summers [52], 

Exprimierte TNF-BP wie Ihre nkrfitKJsfichen oder WsBchen rragrnertte kfinnen dann nach Im Stand der 
Tachnlk bekannten Methoden der Proleirtcriernle. wte beisplelsweise dan bereits aut Seftan 5-6 beschriabe- 
nen Verfahrens aus der Zeltmasse Oder den Kufturaberstfinden gerelnlgt werden. 

Die erfindungsgemfiss erhattonen TNF-BP k6nnen auch ais Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen AntikSrpem nach bekannten Methoden der Technlk [44,45] oder gemSss dem in Betsplef 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet warden. Sotehe AntikSrper. insbesondere rnonoktonale Artfiko'rper 
Oegen die 75 kD-TNF-BP-SpezIes. siod ebenfalls Gegenstand dor vxxtiegenden Erfindung. Soteh© gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete Anlik6rper k6nnen durch dem Fachmann gelSufige Modifikatiooen des In den 
Beispiefen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isofierung von TNF-BP efngesetrt warden. 

6 Auf Grund der hohen BindungsaffinitSt erfindungsgem&ssof TNF-BP fOr TNF (K^-Werte In don Gn5»- 
senordnungen von 10" 5 - t" ,0 M) k6nnen diese Oder Fragmente davon alt Diagnostika zum Nachweis von 
TNF In Serum oder anderen KBrparflQssigkeiten nach ton Stand der Techrik bekannteo Methoden, 
beisptelsweise in Festphasenbindungstests oder in Vsrbindung mit Anti-TNF-BP-Antikfirpeni in wgenannten 
"Sandwich '-Tests, eingesetzt werden. 

to fan Obrfgen konnen erfindungagemHsse TNF-BP etneraetts zur Rwnigung von TNF und tndererserts 
rum Auffinden von TNF-Agonisten towle TNF-Antagonisten nach im Stand der TechnOc bokannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemissen TNF-BP sowie deren phytiotogisch vertrtgRche Salze, die nach Im Stand der 
Technik bokannten Methoden hergestellt werden kOnnen, kflnnen «uch zur Hersteflung von pharmazeutl- 

f6 achen PrSparaten, vor ailem sotehen zur Behandtung von Krankheften, bet deren Vertauf TNF InvoMert 1st 
verwendet werden. Dazu kann eine Oder mehrere der genannten Verbindungen. Wis wOnachenswert bzw. 
erforderlich in VerWndung mit enderen pharma20utisch aktiven Substanzen, mit den GbGcberweJse verwen- 
deten festen oder flUssigen Tr2germateriafien In bekannter Weise verarbettet werden. Die Dosierung solcher 
PrSparate kann unter BerOcksichtfgung der Ob lichen Kriterien In AnaJogie zu bare its verwendeten Prfipara- 

20 ten Shnlicher AktivitSt und Struktur erfotgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend aligemein beschrieben worden 1st sollen die fotgenden Beispiele 
Snzeiherten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgende<r>er Weise eingeschrSnkt 
wird. 

25 S 

Betsptel 1 



30 Nacrweis von TNF-bindenden Proteinen 



Die TNF-BP wurden in einem Firtertest mit humanem rado-jodiertem 12S J-TNF nachgewlesen. TNF 
(46.47) wurde mit Na ,n I (1MS40. Amersham, Amersham, England) und todo-Gen (#28600. Pierce 
Eurochemie. Oud-Beijeriand. Niedertande) nach Fraker und Speck (48] radioaktiv makiert Zum Nachweis 

5S ^ler TNF-BP wurden isofierte Membranen der Zelten oder fare soJubifisierten. anc^reicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Fitter (0.45 u, BloRad, Richmond. California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann In Puffertdsung mit 1% entfettetem Milchputver WocWert und anschliessend mit 
5M0 5 cpm/ml 1 »l-TNFa (0.3-1.0*10* cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/m! nlcht- 
markiertem TNFo inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene Fladoaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder In einem r-Counter gez&htt Die spezffische 125 hTNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur (Or unspezifische Bindung in Anwesenheft von unmartdertem TNF-a im 
Ueberschuss emYrttelt Die spezrfische TNF-Bindung im Hftertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen'gemessen und nach Scatchard anaiysiert {33], wobel ein K^Wert von -10"*-1Q- ,0 M ermittett wurde. 

45 

Belspiel 2 



so Zellextrakte von HL-60-Ze!ten 

HLjBO Zelten [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in OKpedmentenem Labormasstab In einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCOKatalog t{r. 074-018001 das noch 2 gyi NaHCOj und 5% tttaJe* KSbenMcum enthlelt. In 
eJner 5% CO2 -Atmosphere kutliviert und anschGessend zentrtfugiert 
55 Zum Erzielen hoher ZeMdichten In technischem Masstab wurde folg^rxJermassen verfahren. Die 
ZOchtung wurde in einem 75 I Airtiftfermenter (Fa. Chemap. Schwete) mit 58 I Arbetevohimen durchgefuhrt 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK* (MilGpore. Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0.32 m* (1 Kassette) in den fiusseren Zirkulationskreislauf Integriert Das Kutturmedium (siehe Tabelle 

7 



EP 0 417 563 A2 



1) wurde mK einer Watson-Marlow Pumpen TYP 603 U, mit 5 Vmln. umgepumpt Na<5h elner Dampfsterifisa- 
tion der Anlagen wobei das "PROSTAK* System im Autokiaven separat sterilisiert wurde. wurde die 
Fermentation mit wacnsenden HL-60 Zellen aus einem 20 I A/rtiftfermenter (Chemap) gestartet Die 
Zallzuchtung fm Impffermenter erfotgte Im konveotjooelten Baton vorfahren In dam Medium gem&ss Tabeite 

s 1 und einem Startzelrtiter von 2x10 s Zelten/ml. Nach 4 Tagen wurde der HLBO Ansatz mit einem Titer von 
4.9x10 s ZeUen/ml in den 75 I Fermenter Gberfuhrt Der pH-Wert wurde bei 7,1 und der pO* Wert bei 25% 
SStUgung gehaJten, wobel der Sauerstoffetntrag durch etne mikroporBse Frftta erfotgte. Nach anfangGcher 
Batchfermerrtatkxi wurde am 2. Tag die Perfusion bei efoem ZetHiter von 4x10* ZeBen/ml mft 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet. Auf der Rltratsette der Membran wurde das konditionJerte Medium 

10 abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt Das ZuJaufmedlum wurde wte foigt 
versta'rkt Primal one von 0,25% auf 0-35%, Giutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/l 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 J Medium/Teg und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhShl Nach 120 Stunden der kontinuiertichen ZOchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfotgte exponerrtietles Zelrwachstum bis 40x10* ZeRervYnL Die 

is Verdoppiungszeit der ZeHpopulation betrug bis 10x10* ZellervrnJ 20-22 Stunden und stieg dann mft 
zunehmender ZeJWIchte auf 30-36 Stunden an. Der Anted der lebenden Zetlen lag wfihrend der gesarnten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Oer HL-60 Ansatz wurde dann Im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekOhtt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Modell J-6B. Rotor JS). 3000 rpm. 10 min.. 4* C) 
geemtet. 

20 

Tabelle 1 



Konzentrationen 

mq/1 

112, 644 
20 

0.498»10~ 3 
0.02 
0.1668 
336.72 
0.0309 
11.444 



HL-60 Medium 
Komponenten 



CaCl 2 (vassecfrei) 

30 Ca(N0 3 ) 2 »4H 2 0 

CUS0 4 »5H 2 0 

Fe.(N0 3 ) 3 .9H 2 0 

FeSO »7H O 
35^ 4 2 

KC1 
KN0 3 

MgCl (vassecfrei) 



45 



SO 



55 
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MgSO^ (vascerf rei) 
NaCl 

Na^HPC> (wasserf rai) 
Z 4 

NaH 2 P °4* H 2° 
Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO »7H O 
4 2 

D-Glucoee 
Glutathioa (red, ) 
Hepeg-Puf f er 
Hypoxanthin 
LlnolsSure 
Lipoa6Sure 
Phenolrot 
Putrescln 2HC1 
^ Na-Pyruvat 
Thymidin 
Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlorid 

FoleSuce 

i-Ino6itol 

Niacinamid 

Nicotinamid 

paca-AminobenzoeeSure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HC1 

Vitamin B 12 

L-Alanin 

L-AcpacaginsAure 
L-A6pacayin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspar tat 



68,37 
5801,8 
188, 408 
75 

9.6»10~ 3 
0.1726 

4000 

0,2 
2383,2 

0,954 

0,0168 

0.042 
10,24 

0.0322 
88 

0,146 

0,04666 

2,546 

5,792 

2,86 
11,32 

2.6 

0.0074 
0.2 

2.4124 
0.2 

0,2876 
2, 66B 
0.2782 

11.78 
10 

14, 362 
40 

92. 6 
33. 32 
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L-Cystin 2HC1 62,04 
L-Cystein HC1«H 2 0 7,024 

L-Glutarainslure 36,94 

L-Glutamin 730 

L-Glycin 21S 



L-Histidin 



3 



L-Hi6tidin HC1»H 2 0 27.392 

L-Hydroxypyrolln 4 

L-Isoleucin 73,788 

L-Leucin 75#62 

L-Lysin HC1 102,9 

L-Methionin 21.896 

L-Pheaylalanln 43 # 59 2 



L-Prolin 



26.9 



* L-Serin 31,3 

L-Threonin 53 

L-Tryptophaa 11,008 

L-Tyrosin»2Na 6 9,76 

L-Valin S27 i 

Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 
Insulin (human) 5 ug/n i 

Tranferrin (human) 15 ug / ra i 

Hinderserumalbumin 57 U g/ m i 
Primatone RL (Sheffield Products, 
Norwich NY, USA) 0.25\ 
I Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg, BED) 0,01% 
FOtales Kllberserum 0,3-3\ 

Das ZentrifuQat wurtJe mft isotooem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 qA KCt, 02 Qft KH2PO4. 8.0 q/1 Nad. 2,16 
a/l KajHPO* • 7H 2 0). dor mit 5% Dimethytformamld, 10 mM Baozamidtn. 100 E/ml Aprotinln, 10 uM 
Laupeptin. 1 uM Pepstatin, 1 mM o-Phenanthrofia 5 mM JodaoetamkJ. 1 mM Phenytmethytajtfooyffluorfd 
verwtrt war (im fotgendan ais PBS-M bozetchnet), gawaschen. Dm gawaschooen ZaOon wuncton be! elner 
Dichto von 2.5 M0* ZellanAnl In PBS-M mH Triton X-100 (Endkoozentratfon 1,0%) extrmhlert. Dec ZeBaxtrakt 
wurde durcn Zentrifugalion gekJSrt (15 000 x g. 1 Stunde; 100*000 x g. 1 Stunde). 

Bei spiel 3 
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Herstellung von moookJooalen (TNFBP)-Antiko*rpenn 

Bn gemSss Bel spiel 2 erhahener ZentrifugationsOberstand eus Kuftivierung von Ht60-Ze(len Im 
experimentellen Labormasstab wurde im Vefhailnis 1:10 mlt PBS verdOnnt Der verdOnnte Uebecstand 

6 wurde bei 4* C auf eine SXuie aufgetragen (FJussrate: 0.2 mUmln.). die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Rad 
Kataiog Nr. 153-6099). an das 20 mg retombinantes humanes TNF-a [Pennica, 0. et al. (1984) Nature 312 ( 
724; SWrai. T. at al. (1985) Nature 313 . 603; Wang. A.M. at aJ. (1985) Scianoe 228 . 149] gemfisTden 
Empfehlungen des HersteUors gefeoppeit worden war. Die S&u*© wurde bed 4*C und eirw Durcrtflussrate 
von 1 ml/tnln zuorst mft 20 ml PBS. das 0.1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

10 So angeretchertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer rTussrate von 2 ml/mtn mtt 4 ml 100 mM Gfydn. pH 
2-8, 0,1% Decylmaltosid aluiert Das EJuat wurde In einer Centricon 30 Bnheft [Amicon] auf 10 ul 
konzentriert 

10 ul dieses Buates wurden mit 20 ul volistSndigem Freundschen Adjuvans ru einer Emulsion 
gemlschL Je 10 ul oer Emulsion wurden gemfiss dam von Hoimdahl, R. et al. [(1985). J. Immunol. Methods 
is 83 378] beschriebenen Varfahren an den Tagen 0. 7 und 12 fn eine hinteca Fusspfote einor narkotisierten 
§aib/c-Maus Injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getStet der pop&teale Lymphknoten herausgenommen, 
zefWetnert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/1 NaHCOa enthielt. durch 
wfederhottes Pipettienen suspendiert Gem&ss einem modrfizlerten Vedahren von Do StGroth und Schei- 

20 degger (J. Immunol. Methods (1980). 35 , 1] wurden 5x10 y Zelten des Lymphknotens mit 5x10* PAhMaus- 
Myelomazellen (J.W. Stacker et eJ.. Research Disclosure. 217, Mai 1982, 155-157). die rich In logarithm I- 
schem Wachstum befanden. fusioniert. Die Zetlen wurden gemlscht dutch Zentrifugation gesammeft und 
durch lelchtes SchOtteln.ln 2 ml 50% (v/v) Potyethytengrycol In IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen SchQttstns verdOnnt. Die 

25 Zellen wuVden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstfindigem Medium [IMEM «■ 20% f Stales 
Kalbersenjm. Glutamin (2,0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 UM Hypoxanlhine, 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekufturschalen, die 
ieweils 96 Vertiefungen ertthielten. verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37* C In einer AtmosphSre 
von 5% C0 2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 1 1 Tage iang inkubiert 

Oie Antiko'rper zeichnen sich a us durch Ihre inhibierende Wcrkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
Oder durch Ihre Bindung an Antigen im Rltertest gemfiss Bei spiel 1. Zum Nachwels der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP)-Antik5rpem wurde fotgendermassen verfahren: 5x10* HL60 Oder U937-Zel!en 
wurden in vollstSndigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinita'tsgereinigten monoWonalen anti-(TNF- 
BP)-Antik6rpem oder Kontrollantikorpem (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gefichtet sind) in einem 

35 JConzentratlonsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert Nach einer Stunde kikubation bei 37*C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
voUstSrKKgem RPMI 1640 Medium {BeJspiei 2). das rus&tzlich 0.1% Natriumazid und 125 UN Fa (10* 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarWertem TNFa (»-o.) enthielt. resuspendiert Die spezifische 
Radioakti vital des m HTNFa betrug 700 O/mmot Die Zeflen wurden 2 Stunden bei 4* C. Inkubiert. 

40 gesammelt und 4 maJ mlt 4,5 ml PBS. das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene RadioaktivftSt wurde In einem -y-Sdntiflatiorts-zShler gemessert In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zeltgebundene Radtoaktrvit&t von Zellen. oie nicht mit enti- 
(TNF-6P)-Antik6rpenl behandelt worden waren, bestimmt (uogetahr 10 000 cpm/SxIO 6 Zellen). 

45 

Belspiel 4 



so AffinitaHschromatogrephie 

FDr die weitere Reinigvng wurden ieweils ein gemfiss Betspiei 3 erhaitener monokJonaJer inti-{55 kD 
TNF-6P}-Antik5rper (2.8 mg/ml Gel). TNFa (3.0 mg/ml Gel) und RirKlenwwuftxirnln (BSA. 8.5 mgrnl Gel) 
gemfiss den Vorschriften des Henrteiiens kovaient an CNBr-ektMerta Sepharote 48 (Pharmacia, Uppsala, 
ss Schweden) gekoppett Der gemdss Betspiei 2 erhaitene Zenextrakt wurde Qbec die to hergestettten und in 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten Sfiulen gelettet BSA-Sepharose-Vorsfiule. ImmunanV 
nitStssaule (AnU-(55 kD-TNF-BPhAntikOrper]. TNFo-Ugand-Affmltatssaule. Nach voilstSnolgem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten Saulen abgetrennt und einzeln fOr slch mft |e 100 ml der (otgenden 
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PuffertSsungen gewaschen; (1) PBS. 1.0% Triton X-100. 10 mM Benzamidtn. 100 E/m! Aprotinin; (2) PBS. 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCJ. 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS. 0.1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch die TNF*-Ugand- 
AffinitatssSule wurden dann mlt 100 mM Glydn pH 2.5, 100 mM Nad 0,2% Oecyknaftostdo. 10 mM 
Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin Jede fOr sich eiutert Die im RitBrtest gemfiss BeJsplei 1 aktiven Fraktiooen 
jeder Sauie wurden danach jeweite vereint und mit IM Tris pH 8.0 neutra5siert 

Die so veretnten TNF-BP-aktiven Fraktionen der tmmun-^nrtfitschranatogxsprue atrterseits und dor 
TNForUp^n<^AffirMtStschromatographie anderersefts wurden rur weiteren ReinJgung nochmals auf je etne 
Meine TNF<HJgand-AffinhatssSute eufgetragen. Danach wurden rJese beiden Sfiulen mlt Jo 40 ml von (1) 
PBS. 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E/m! Aprotinin. (2) PBS, 0.1% Triton X-100, 0.5M NaCt. 
10 mM ATP. 10mm Benzamitfn. 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS. 0.1% Triton X-100. (4) 50 mM Tris PH 7.5. 
150 mM Nad. 1.0% NP-40. 1.0% Desoxychotat 0.1% SDS. (5) PBS, 0.2% Docytmaftosid gewaschen. 
Anschfiessend wurden die SSuten mtt 100 mM Gtycin pH 2.5, 100 mM NaCt, 0.2% Decylmaftosid ekiiert. 
Fraktionen von 0,5 ml von Jeder S&ule wurden fur sich gesammett und die gemSsa Rttertest (Beispiel 1) 
aktiven Fraktionen von jeder S5ule Jeweils fur sich vereint und In elner Centrtcon-Gnheit (Am icon. 
Motekutargewichts-Ausschtuss 10 000) aufkoruentriert 



Beisptet 5 



Auftrennung mittels HPLC 

Die gemSss Beisplel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemSss Ihrer um^erschiedlicben Herkunfl 
(Immun- bzw. Ugand-AffinitStschromatographie) Jeweils fur sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-SSulen 
(ProRPC. Pharmacia. 5x20 mm), die mM 0«1% TrifluoressigsSurB, 0,1% Octylglucostd equitibriert worden 
waren, aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem linearen AcelonJtril-Gradtenten (0-80%) 1m gletchen 
Puffer bei einem Russ von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 m! wurden von Jeder SSule gesammelt 
und die aktiven Fraktionen von jeder SSule (Or sich vereint (Nachwels gemass Bei spiel 1). 



Beisplel 6 



Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaitenen und gemSss Rrtertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
SDS-PAGE gemSss [34] welter aufgetrennt Oazu wurden die Pro ben In SDS-Probenpffer wShrend 3 
Minuten auf 95 *C erhitzt und anschfiessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der acheinbaren Motekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die foJgenden Bchprotelne verwendet Phosphorytase B {97,4 kD) t BSA 
(66,2 kD), Ovafcumin (42.7 kD). Carboanhydrase (31.0 kO), Soya Trypsin-tnWbrtor (21,5 kO) und Lysozym 
(14.4 kO). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fur Proben. die gemits Bei spiel 4 durch TNF^r-Ugandeoaf- 
finltatschromatographie von ImmunaffinrtatschromatDgrapNeelualen ethalten und durch HPLC gemSss Bet- 
spiel 5 water aufgetrennt worden waren. zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie dret tohwSchere Banden 
von 38 kD. 36 kD und 34 kD erhaiten. Oiese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad, 
Richmond. California. USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde bet 100 V En 25 mM Tris. 192 mM GlycH 
20% Methanol auf etne PVDF-Membran (Immobiton. MiSpora, Bedford. Mass. USA) transferiert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0,15% Serva-Biau (Serva, Heidelberg. BRD) In 
Methanol/Wasser/Bsessig (50/40/10 Volumerrteile) auf Protein geffirbt Oder mH entfettetam Milchputver 
btockiert und anschGessend rum Nachweis von Banden mH TNF-BP-AktMtft mH ,a l-TNFa gemass den In 
Beispiel .1 beschriebenen FUtertestbedlngungen inkubiert Dabei zsigte sich. dass afle In der ProtelnfSrbung 
zur Darstellung gefangten Banden spezifisch TNFa banden. Ai$e diese Banden banden tm Western Blot 
nach Towbin et aJ. [38] auch den gemSss Beisplel 3 hergestellten monokJonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikfirper. Dabei wurde eln gemSss dem In Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mH Na ,2S I radioaktiv 
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marttierter. affiniultsgereinigter (MausimmungtoboKn-Sepharos^B-Arfu^ Kaninchecvanti'Maus- 
lmmunoglobufifvAntik6rper zum autoradiographischen Nachweis dieses AntikOrpers etngesetzt 

Proben. die gemSss Beispiel 4 dutch zweimaGge TNF-<r4jg^ndenafftnitfitscr^ des Durcb- 

laufs der ImmunatfinrtStschromatographie erhalten und dutch HPLC gemSss Beispiel 5 waiter aufgetrennt 

5 wofden waren. zeigten unter den oben speziflzierten SDS-PAGE- und Btottramfof-eodinguogeo zwei 
zusStzJiche Banden von 75 kO und 65 kD. die beWe Im Rtertest (Beisptei 1) spezifisch TNF banden. tm 
Western Blot gemSss Towbin et aJ. (s.o.) reagierteo cfie Proteine dieser beWen Banden nicht mlt dem 
gemSss Beispiel 3 hergestettten anti-{55 kO TNF-BP>-AntiW5rper. Sie reagierten tltenSngs mit einem 
monoktonalen ArttikCrper. der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-AntikOrper) gemSss 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war. 

BeispJel 7 

rs 

Am i nos 5 u res equenz analyse 



Zur AminosSuresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 emaitenen und gemSss Fittertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mrttels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierendenr SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-ProbenpufTer mlt 125 mM DithlothreHor) aufgetrennt. Es wurden die gleicheo 
Banden wie gemSss Beispiel 6 gefunden. die alterdings auf Grund der reduzierertdofl Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kO Where Motekulargewichte zeigten. Oiese 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Obertragen und mtt 0,15% 35 Serva-Blau In 

as Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Voiumenteile) wfihrend 1 Minute gef5rbt mit Methanol/VVasser/Esesslg 
(45/48/7 Voiumenteile) entfarbt, mit Wasser gespOlt luftgetrocknet und danach ausgeschnitlen. Bei s&mtli- 
chen Schritten* wurden zur Vermeidung von N-terminalor Blockierung die von HunkapJifer [34] ang^cebenen 
Bedingungen eingehaJten. ZunSchst wurden die gerelnigrten TNF- BP unverSndert zur AminosSuresequen- 
zierung eingesetzt Urn zusStzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymethylierung (Jones. B.N. (1986) In "Methods of Protein MicrocharacterlsationV J.E. Shively, 
ed.. Humana Press. Clifton NJ, 124-125] mil Bromcyan (Tan. G.E in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation". 165-166. op.cit). Trypsin und/oder Proteinase K gespaften und die Peptide mlttels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann In elnem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystems Modeil 470A, ABl f Foster City. 

as palif., USA) mit einem ofl-Bne nachgeschatteten automatisierten HPLC PTH-AminosSureanarysator (Applied 
Biosystems Modeil 120, ABI s.o.) sequenziert. wobei die folgenden AminosSuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 M FUr die 55 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Uu-VaJ-Pro-His-Leu^ly-A^Arg-Glu-lys-Arg^ 
40 Asn-SeMIe, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly^lu-Leu^lu^ly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fOr einen Amlnosfiurerest stent, der nicht bestimmt werden koctnte. 
2^ FUr die 51 kD und die 38 kD- Banden (gemflss rtchtrBduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-VaJ-Pro-Hls-Leu-Gly*AsP-Arg-Giu 

3., FQr die 65 kD-Bande (gemfiss nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-termlnaJen Sequenztorung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwel parailelo Sequenzen ermttteft. Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquttins (36.37] entsprach. wurdo fUr die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet 
so Leu-Pro-Aia^tn-Val-AIa-Phe-X-Pn>Tyr-Ala-Pro^lu^ 

wobei X fOr einen Arnlnosfiurerest stent der nicht bestimmt werden koonta. 
Weitere Peptidsequenzen fOr 75<65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
Ue-X-Pro^ly-Phe^ly-Val-Aia-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

66 Ser^ln-Leu^lu-T>ir-Pro^liHThr-leu-l^ 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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und 

leu-Cys-Ala-Pro 
urxj 

VaH*ro4<is-teu-Pro-Ala-Asp 
und 

G^-Ser^lft^iy^^rtHSIu^lrvGln-X-X-Loo-I^X-Ala-^ 

wobei X fUr einen AminosSurerest stent, der nicht bestimmt warden konrrte. 



Boisptei6 



Bestimmung von Basen-Sequenzen von komptement&rBr DNA (cONA) 

Ausgehervd von der AminosSuresequenz gem£ss Fonmel IA wurden unter BerOckstchtigung des 
genetischen Codes ru den AmlnosSureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, vodstSndig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter KornplementaritSt synthetisiert (•sense" and *anti sense" Oligprnjcteotide). 
TotaJe zellulSre RNA wurde aus HL60-Zellen Isoliert [42, 43], und der erste cONA-Strang dutch Ollgo-oT- 
Prtming oder durch Priming mit dem "errti sense" Ofigonucteotid mlttels eines cDNA-Synthese-Krts (RPN 
1256. Amersham. Amersham. England) gemSss der Anleitung des Herstellers synthetisiert Diesec cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense* Ofigonudeotide wurden In 
einer Polymerase- Kettenreaktion (PCR. Perkin Elmer Cetus. Norwaik, CT, USA gemSss Anleitung des 
HersteileVs) dazu verwendet die fur die AminosSure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cONA-Fragmeotes lautet 5 - 
AGGGAGAAGAGAGATAGTQTGTGTCCC-3*. Dieses cDNA-Fragmertt wurde als Probe verwendet um nach 
bekannten Verfahren einen fur das 55 kD TNF-BP oodierenden cONA-Klon in einer Xgt11-cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu Identifizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach ObHchen Methoden aus 
dem X-Vektor geschn'rtten und in die Plasmlde pUClB (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUC18 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mp19 Bacteriophage (Pharmacia. Uppsala. 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukteotidsequertz dieses cONA-Wons wurde mit einem Sequenase-Kh (U.S. 
Biochemical. Cleveland. Ohio, USA) nach den Angaben des Hersteiiers bestimmt Die Nukleotidsequenz 
und die -daraus abgeieitete Amlnosauresequenz fUr das 55 kO TNF-BP und dessen Signaipeptid 
(AminosSure *-28" bis AminosSure "0") 1st in Ftgur 1 mttteis der im Stand der Technik QbCchen 
* Abkfirzungen fOr Basen wie Aminosauren dargestellt. Aus Sequenrvergleichen mit anderen. bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefShr 180 Amlnosfiuren enthaitende N-termlnale wie 220 
AminosSure enthaitende C-terminale DomSnen. die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosauren (in Ftgur 1 unterstrfchen) getrennt werden, bestimmen. Hype- 
thetische Grykosyiierungsstellen slnd in Ftgur 1 dutch Sterne Goer der errtsprechenden Amino saure 
gekennzeichneL 

Im Wesentfichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt 75/65 kO TNF-BP codierende Partielle 
cONA-Sequenzen zu identifizieren, wobei alierdings in cfiesem Fail genomlsche humane DNA und von 
Pepfid HA abgeteiteten voilstancfig degenerierte 14-mere und 15-mere "tense" und •antisense" Ofigonu- 
deot'de verwendet wurden. um eine primfire. 26 bp cONA-Probe In einer Pc^ymenwe-KettanreaJctJon 
herzustelten. Diese cONA-Probe wurde dann dazu verwendete In einer HL-60 cONA-Bib*othek cONA-Ktone 
von verschiedener Lfinge ru Identifizieren. Diese cDNA-Bibfothek wurde mttteis IsoGerter HL80 RNA und 
einem cDNA-Wonlerungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestelit Oie Sequenz eines 
sotehen cONA-KJons 1st in Rgur 4 dargestellt wobei nochmafige Sequenzferung ru folgender Korrektur 
fOhrte. An Stelle des Serins In Position 3 muss ein Threonin das von "ACC" nicht von *TCC" kodiert wird. 
stehen. 



Be<sptel9 



Expression in COS 1-Zellen 
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Rjr die Expression in COS-Zeden wurden Vekloren ausgehend von dem Plasm id "pN1K konstru*ert 
Oas Plasm Id "PN11" eolhSIt don effizfenten Promo toe und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus CHCMV"; Boshart et al.. Cell 41^ . 521-530. 1985). Hinter dem Promoter 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz. welche mehrere Restrfktionsscrinittstelten errtWKt. die nur etnmaJ Im 
PUsmkJ vorkommen CPolyfinker"), u.a. die Schnrttstetlen fOr Hindlll. Ball. BaMH! und PvuU (slehe Se- 
quent). 

Pvull 

5 1 -AAGCTTGOCCAGGATCCAGCTGACTGACTCATCGCGAGATC-3 ' 
3 ' - TTCG AACCGGTCCT AGGTCGACTG ACTG ACT AGCGCTCTAG - 5 ' 

Hinter diesen Schnrttstellen befinden sich drei Trarislalicos-Stopcodons In aJleo dro4 Leserastem. Hinter dor 
Polytinkersequenz befindet sich das 2- Intron und das PolyadenyfierungssignaJ des Mpntfnsu&ngens der 
Ratte (Lomedico et al.. Cell 18 . 545-558, 1670). Das Plasmid enthStt femer den Rer^katkxisursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien Ampteflfin-Resistenz verteiht und die 
Repfikabon des Plasmids in E. coli ermCglicht 

Zur Konstruktlon des Expresslonsvektors "pN123 w wurde dieses Plasmid *pN1T mrt der Restriktions- 
endonuklease Pvull geschnitten und anschliessend mit alkaHscher Phosphatase behandeh. Oer deptvespho- 
rytierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel Isofiert (V1). Oie S-OberhSngenden Nukteotide des 
EcoRI-geschnrtlenen 1 ,3kt>-Fragments der 55 kO TNF-BP-cONA (aiehe Beispiel 8) wurden mit HiHe von 
Klenow-Enrym eufgefOlrt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus efnem Agarosegel isoliert (Ft). 
Danach wurden V1 und F1 mrttels T4-Ugase mlteinander verbunden. E. coli HBl01-ZeHeo wurden dann mit 
diesem Ugierungsahsatz nach bekannten Methoden [42] transformiert Mit WHe von RestriktlonsanaJysen 
und DNA-Sequenzienjng nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten Identifiztert. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das 1.3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA In der 
fOr die Expression Uber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor erhiett die 
8ezeichnung "pN123". 

Zur Konstruktion des Vektors "pK!9" wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment welches 
nur die fUr den extrazellularen Teil des 55 kO TNF-8P codierende cONA enthSIt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Rgur 1) wurde mrttels PCR-Technologie erhaiten (SaiW et al.. Science 230 . 1350-1354. 1985. 
siehe auch Beispiel 8). Die fotgenden OligonuWeotide wurden. urn die fur den extrazellularen Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123" zu amplifizieren, verwendet 

BAMH I 

5 ■ -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 1 

ASP718 

3 • -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

i 

Ourch cfiese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter AminosSure 182 
elngefOhrt Das so amptrfizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnrtteoe die hlerbei 
entstandenen Oberstehenden Enden mrt Wife des Klenow-Enzyms aufgefQIlt und dieses Fragment an- 
tchCessend aus ©trtem Agarosegel Isoliert (F2). F2 wurde dann mrt V1 Ggtert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coG HB101. wie bereits beschrfebene verwendet Transformanten. die mrt einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment In der fOr die Expression Ober den 
HCMV-Promotor korrekten Orientwnjng enthietten. wurden mrttels DNArSequenzieruog (tx>.) Identffizlert 
Das daraus Isofierte Plasmid erhiett oie Bezetennung "pK19". 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden *pNl23' oder 'pKia' wurde nach der von Feigner et 
al. verCftentlichten Upofections-Methode (Proc. Natl, Acad. Sci. USA 84 . 7413-7417. 1987) durchgefQhrt 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit "pN123" transfizlerton ZeHen nach bekannten Metho- 
den mit ^l-TNFa auf Bindung analysiert Das Resutlat der Scatchard-AnaJyse [Scatchard. G.. Ann. N.Y. 
Acad. Sci/ 51 . 660. 19491 der so erhattenen Bindungsdaten (Rgur 2A) 1st In Rgur 2B dargestetlt Die 
KufturOberstlnde der mrt - pK19" transfizierten Zellen wurden In einem "Sandwich '-Test uotersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington. VA, USA) mrt 100 uVLoch eines Kanlnchen-anti-Maus 
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knmunglobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert Anschfiessend wurde die Platte gewascheo und mit einem 
anti-55 kO TNF-BP-Antik6rper. der gemSss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewlesen und 
Isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung an Zellen ntcht inNbtert Inkubiert (3 Stunden. 20* C). Die Platte" 
wurde dann wieder gewaschen und Uber Nacht be! 4* C mtt 100 ul/Locn der KutturOberstftnde (1:4 verdfJnnt 
mit 1% entfetteter Milchpurver errthaltendern Puffer A: 50 mM Tris/HCt pH 7.4, 140 mM Na<X 5 mM EDTA. 
0.02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entleert und mit ,a HNFo enlhattendem Puffer A (10* cpm/ml, 
100 uH_och) mit Oder ohne Zusatz von 2 up/ml unmarWertem TNF wihrend 2 Stunden bei 4* C Inkubiert. 
Danach wurde o?e Ptstte 4 mal mH PBS gewaschen, (fie efnzetnen Ukher wurden ausgeschriittan und in 
einem -rZihter gemessen. Ote Resurtate von 5 parafle4en Transfektionen (SSuten # 2, 3. 4, 6 und 7). von 
zwei Kontroll-Transfektionen mit dem pNIWektor (Sauten # 1. 5) und von etner KontroOe mit HLBO-Zell- 
tysat (S5ule 0 8) sind In Rgur 3 dargestellt 



Beispiel 10 



Expression in Insektenzellen 

Fur die Expression in einem Baculovirus -Express ion ssy stem wurde von dem Plasmid **{5VL04f 
(Luckow und Summers. 1989. 'High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
caTifornia Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors". Virology 170 . 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifiziert Es wurde die einzige EcoRI-Restrikticroschnittstelle In "pVL841" entfemt 
indem das Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Gberstebenden s'-Enden mit KJenow-Enzym aufgefQIU 
wurden. V Das hieraus erhattene Plasmid pVL941/E- wurde mit BamHI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschtiessend aus einem Agarosegel isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
OGgonukieotid der folgenden Sequenz figiert 

BamHI EcoRI Asp718 
5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 ( 

E_ coli HB101 wurde mit dem Uglerungsansatz transformlert und Transform ante n, die eln Plasmid 
* errthielten. in welches das OCgonukteotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) Wentifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt Zur Konstruktion des Transfervektors *pN1 13" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit alkali scher Phosphatase behandelt und der so erzeugt© Vektorrumpf (V2) anschliessend 
aus einem Agarosegel Isoliert Das wle oben mit EcoRI geschnrtlene 1,3 kb-Fragment der 55 kO TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 Ggtert Mit dies em Uglerungsansatz erhaJteno Transforrnantert die ein 
Plasmid entWelten. welches das cONA-lnsert In der korrekten Orierrtierung Wr die Expression Ober den 
Poly^edrinpromotor.enthletten, wurden Wentifiziert (s.o.). Der daraus Isoiierta Vektor erWett c5e BezeJchnung 
"PN113\ 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pN1l9" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EcoRl/EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP cONA in dem "pUC1 9 "-Plasmid (siehe Beltpiel 8) wurde mit 
Bant verdaut und mrt dem folgenden synthetischen Oligonukfeotid Egiert 

BanI Asp718 
5 1 - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 1 
3' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5' 

Mit dem obigen Adaptor werden zvrel Stopcodons der Translation Mnter ArninosAure 182 und eine 
Schnrttstelle fUr die Restriktionsendonuklease Asp718 eingebaut Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) Isoliert Weitemin wurde das 
ebenfalls mit Asp718 und EcoRI geschnitteoe Plasmid "pNR704" mit F3 liglert und der Uglerungsansatz in 
E. oofi HB101 transformiert Oie Identifikation der Transform anten. welche ein Plasmid enthietten, in das die 
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partielle 55 kD TNF-8P cONA korrefct fOr die Expres tion Integriert worcteo war. ecfolgtB wie bare its 
beschrieben. Das aus diesen Transfocmanten tso&erte Plasm id erhtett den Namen "pN1 19". 

Zuf Konstruktion des Transfervektors "pNl24" wurde folgendermassen vorgegangen. Das In Beispiel 9 
beschriebene. (Or den extrazellulfiren Tell des 55 kD TNF-BP codierende cON A- Fragment wurde mrt den 
angegebenen OUgonukieotiden mrt Klfe der PCR-Techno(otfe, wie In Beispiel 0 beschriebene ampWxiert. 
Dieses Fragment wurde mil Bam HI und Asp718 geschnttten und aus einem Agarosegel bofiert (F4). Das 
Plasmid •pNR7D4" wurde ebenfails mtt BamHI und Asp718 gescnnftton und der VeWorrumpf (V4) wurde 
isofiert (s.o.). Die Fragmerrte V4 und F4 wurden Bgiert. E. cofi HB101 damrt traraformlert und der 
rekomWnarrtB Transfervektof "pN124" wurde. wie beschrieben, WentfflzJort und teofiert 

Zur Transfektfon der Irtsefctenzellen wurde (o4gendermas3en vorgegangea S |ig des Transfervektors 
"pN113" wurden mft 1 ug DNA des Autographa calffomica^uktoar-poryftec^^ (AcMNPV) (EP 
127839} In Sf9-Ze!len (ATCC CRL 1711) transfektfert Poryhedrtn negative Wen wurden Wentffiziert und aus 
•Plaques' gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Wen wurden wiederum Sf9 Zellen wfe In [52] 
beschriebene infiziert- Nach 3 Tag en In Kultur wurden tie inftzierten Zellen auf Binding von TNF mfttels 
125 HNFa untersucht Dazu wurden die transfektierten Zellen mit rtnet Pasteurpipette von der Zeilkuttur- 
schale abgewaschen und bei elner Zettdtchte von 5x10* ZeltenAnl Kufturmedium [52]. das 10 ng/ml 125 
TNF-a enthielt, sowoh! In Anwesenheit wie Abwesenheft von 5 ug/ml nichtmanoertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert Oanach wurden die Zelten mit relnem Kultunnedium gewaschen und die 
zeligebundene RadloaktivitSt in einem y-ZShler gezfihlt (siehe Tabelle 2). 

Tabelle 2 



Zellen 


Zeligebundene 
Radioaktivitat pro 10 s 
Zellen 


nichtinfizierte Zelien (Kontrolle) 


60 com 


infizierte Zellen 


1600 i 330 cpm tJ 



11 Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beisplel 11 



Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fOr den extrazellulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment nun jedoch mit den folgenden OGgonukleotlden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion ampfiflztert: 



Oligonukleotid 1: 



Set i 



S'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 



Oligonukleotid 2: 



Sst I 



5' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3' 



Dieses cONA-Fragmenl wurde in den pCD4-H73-Vektor [DSM 5523; EuropSische PaientanmeWung Nr. 
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90107393.2; Japanische PatentanmeWung Nr. 108967/90; US Patent Appfication Set.No. 510773/90] Rgiert 
a us dem <Jie CO4-C0NA Ober die Sst »-Restriktions-Schnittst8lten herausgooooimon worden war. Sstt- 
Schnitlstetlen befinden sicfl in dem Vektor pCD4-K-y3 sowohl vor wie in dem CD4-Teilsequenzstflck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mrttets Protopiasteafusion nach Ot et aL (Procd. Natl- Acad, Sd. USA 60 . 

s 825-629. 1983) in J558-Myetomzelten (ATCC Nr. T1B6) transfizJert Transfefctanten wurden durcri Zugabe 
voo 5 ug/ml Mycophenolsaure und 250 ugrtnl Xanthin (Traunecker et ai„ Eur. J. Immunol 16 , 851-654 
[1986D in das Grundmedlum (Dutbecco's rnodfflzfertes Eagle's Medium. 10% (States Kitbercerum, 5 x 
10~*M 2-MercaptoethanoO seiektkxuert Das voo den transfiziertan Zeflen •ekrafierta Expresskyrsprodukt 
konnte mittets Obticber Methoden der Protainchemie, Z.B. TNF-BP-AntikOnper-Affir^tschron^ 

to gecelnigt warden. Falls nlcht bererts apezffiscft angegeben, wurden zur Kuftrvieomg der verwendeten 
ZeflUnien. rum KJonferen, SeJektJonieren bzw. zur Expansion der Wonlerten ZeUen Standardvwfahwi, wie 
z&. von Freshney. RJ. in •Culture of Animal Cells', Alan FL Uss, Inc., New York (1883) beschrleben, 
verwendet 
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Ansprtiche 

40 

1. NichtlSsiiche Proteine und KJsGche oder nichtlosfiche Fragmente davon, die TNF blnden. In homogener 
Form, sowie deren physiotoglsch vertragfiche Sake. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1, die durch Molekulargewichta gemSss SDS-PAGE urtter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kO charakteristert sind. 

<s 3. Verbindungen gemass elnem der AnsprOche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden Aminos5urese- 
quenzen enthalten: 

Leu-Val-Pro-His-Leu^ly-Asp-Arg-Glu-Lys-A 
Ser-fle; 

Ser-T7u-pro-Glu4.ys^lu-Gly^lu-Leu^lu-G^^ 
so Leu-Pro-AJa^ln-VaJ-AIa-Phe-X-Pro-Tyr-AIa^ro^l^ 
lle-X-Pro^ry-Phe-Giy-Val-AIa-Tyr-Pro^ 
Ser^tr^Leu-Glu-TrK-Pro^lu-Tnr^ 
Val-Phe-Cys-Thn 

Asn^ln-PrcK3ln-Ala-Pro^ly-VaK3lu-Ala-^^ 
55 Leu-Cys-AIa-Pro; 

VahPro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobel X fur etnen nicht bestimmten AmlnosSurerest steht 
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4. DNA-Sequenzen. die TOr nlcMlfisfiche Protane odor Wrtche wie nfchdfisficho Fragm nta davon, die TNF 
binden. kocfieren. wobei sotehe DNA-Sequenzen aus don folgenden auswShlbar sind: 

(a) DNA-Sequenzen. wie sie In Rgur 1 oder Figur 4 dargestefH sind. wie deren (complements™ Strange 
Oder solche. die diese Sequenzen umfassen; 

<b) ONA-Sequenzen, die mrt wie urrter (a) definierton Sequenzen oder Fra$mertten davon hytxicfislerwv 
(c) DNA-Sequenzen. die auf Grund der Entartung des genetischen Code* nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und <b) defmierte hybodislefea aber die fur Polypeptide mtt genau gteJcher AniirK^uresequenz 
kocSeren. 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 4. die etne KornWnalion aus zwei Tett-ONA-Sequecuen umfassen 
wobel die elne Tellsequenz fOr WsHche Ragrnente von nkhtKSsSchen Proteinea. die TNF binden kodiert 
und die andere Tett-Sequenz, fOr afle Domlnen ausser der ersten Domfine der konatanlen Region der 
schweren Kelte von humanen bnmungloboUnen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 

6. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 5, wobel besagte humane Immungtobufloe taM bzw. aotehe der 
Masse IgG sind. 

7. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 6. wobel besagte humane (mrnungtobufine aotche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

8. Von DNA-Sequeozen gemSss elnem der AnsprOcne 4-7 kodlerte rekombirtante Proteine. wie allellsche 
Varfarrten, oder Deletions-. Substitutions- oder Additionsanaioge davon. 

fi. Vektoren. die DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprOcne 4-7 enthatten und zur Expression der von 
diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotlschen Wirtssystemen "geefo- 
net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mft einem Vektor gemfiss Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemSss Anspruch 10. wobel diese Sfiuger- oder hsektenzellen sind. 

12. Gegejn eine Verbindung gemSss einem der Ansprtlche 1-3 oder 8 gertchtete AntikCrper. 

13. En Verfahren zur (solterung einer Verbindung gemSss einem der AnsprOcne 1-3. dadurch geksnnzeich- 
net, dass man Im wesentiichen die folgenden ReinigungsschrtttB nacneinander ausfOhrt Herstellung eines 
Zellextraktes. ImmunaffinitStschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ugandenaffinrtatschromatogra- 
phie. HPLC und praparative SDS-PAGE und fails gewOnschte die so Isofierten Verbindungen chemisch oder 
enzymatisch spaJtet und/oder in geeignete Salze Oberfuhrt. 

14. En Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemSss Anspruch 8. das dadurch gekennzeichnet 1st 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 1 1 beanspruchtes transformlertes Wirtssystem In einem geelgneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoiiert 

15. Phannazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine oder mebrere Verbindung(en) 
9 gemass elnem der AnsprOche 1-3 oder 8. gewOnschtenfalls In Kombination mft wefteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nlcht-toxischen. inerten. therapeutisch vwtragfichen TnSgermateriafien ent- 
hatten. 

16. PharmazeuUsche Pra'parate zur Behandiung von Krankhehen. be* denen TNF InvoMert 1st. wobel solche 
Prttparate dadurch gekennzeichnet sind. dass sie eine oder mehrere Verbindung{en) gemSss einem der 
AnsprOche 1-3 oder 8, gewOnschtenfalls in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
undfoder nlcht-toxischen. inerten, therapeutisch vertrfigGchen TrfigerrnatedaSen ertthaften. 

17. Verwendung einer Verbindung gema» elnem der AnsprOche 1-3 Oder 8 zur Behandiung von Krankhel- 
ten. f 

18. Verwendung einer Verbindung gem5ss elnem der AnsprOche 1-3 oder 8 zur Behandtung von KrankheJ- 
ten, be! denen TNF mvoMert tet 

10. Eine wie in einem der AnsprOche 1-3 Oder 8 beanspruchte Verbindung wann Immer tie nach einem wie 
in Anspruch 13 Oder 14 beanspruchten Verfahren hergesteltt worden tet 
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Fiqur 1 



-185 GAATTCGGGGGGGTTCAAl^TCACT 

-125 CCCTCAACTGTCACCCCAAGGCACTTGGGACGTC^ 

-65 CCAGCACTGCCGCTGCCACA^ 

-28 . . • * . . # 

-30 MetGlyl^uSerThrValProAspl^uI^til^iiProLeuVall^uLouGluLeu 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGO 

-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHlaLeuGlyAspArgGlu 
55 TTGGTGGGAAIATACCXCTO^^ 

*** . 

10 LysArgAspSerValCysProGlnGlyLysT^ 
115 MGMZiGiaiim 

• * « • • # 
30 CysTttrLysCysHisLysGlyThrTyxLeuTyrAsnAspCysProGlyPrtXSlyGlnAsp 

175 TGTAOJJUCT<XCACAAAGGAACCT^^ 

50 ThrAspCysArgGluCysGluSerGlySerPheTl^ 
235 ACGGACTGCJUSGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGC^ 

***** • 
70 C^sLeuSerCysSerLysC^sArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCATCTGCTCCAAATG03GAAAGGAAATGGGTCAGCT 

V - • * * • • • 

9 0 ValAspArgAspThrValCy sGlyCy sArgLysAsnGlnTy rArgHisTy rTrpSerGlu 
355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAA^ 

*** *★* 

• • • • . 

110 Asnl^uPheGlnCysPheAsnCysSerl^uCysI^uAsnGlyThrValHisI^uSerCys 

415 AA£XrnTTCCAGTGCTTC^TTGCAa 

130 GlnGluLysGliiAsnThrValCysThrCy sHisAlaGlyPhePheLeuArgGluAsnGlu 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTGC^ 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerl*^ 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAG 

170 IleGluAsnValLvsGlvTi^lu^^ 
595 ATTGAGAATGTTAAGGGCACT^^ 

190 Ph pPhrt l1vTrHirysr,nir^ 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCT^ 

j • • • • • • 

210 TrpLysSerLyal^uTyrSerlleValC^sGlyL^^ 
715 TGGAAGTOZAAGCTCTACTCCArTGTTTG^ 

*** 

. • • * • • * 

230 l^uGluGlyThrllirThrLysProl^uAl^ 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGC(XCT 

250 PheThrProThrl^uGlyPheSerProValProSe^ 
835 TTCAOCCOCADCCTGGGCTTCAGTCOOGTGOOCAGTT^ 

•••*.. 
270 TyrThrProGlyAspCysProAsnPheAlaAla^ 
895 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAAC^^ 

• • • • • • 
290 GLnGlyAlaAspP ro I leLeuAlaThrAlaLeuAlaSerAspPro IleProAsnProLeu 
955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGC 
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Fiqur 1 (Forts.) 

310 GlnLysTrpGluAspSerMaHisLysP 
1015 CAGAAGTGGGAGGACAGCGCCCACA^ 

330 i^ulVrMaValValGluAsnValProProLeuA^^ 
1075 CTGTACGOOGTGGTGGRGMUDGTGOCOOCGTTGOG 

• • 

350 Gly LeuSerAspElsGluIleAspAxgLeiiGluLeuGlnAsnGl sLeuArgGlu 
1135 GQGCIGAGOfflUKAC^^ 

370 AlaGlnTyrSerttetI/suiU.aThrT 
1195 GCGCAAIACAGCATGCTGGCGAOrrGGAG^^ 

390 GluI^uI^GlyArgVall^uArgAspMet^pI*^ 
1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGG^ 

410 GluAlaLeuCy sGlyProAlaMaLeuProProAlaP roSerLeuLeuArg 
1315 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGC^^ 

1375 gcccctgcgggcagctctaagga^^ 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAG^ 

1495 (XCTOGATGTACATAGCTTTTCTCAGCTGCCTGCGCGCCGC 

1555 cX^XaGAGAGGTGCGOCGTGGGCTOU^ 

1615 JUOQCTATQCCTCAIGCCCGTTTTQGGTGTCCTCA^ 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTC3UCAGTQCATAAG I'l 1 1 1U1 1 1 1 1GI I ITGTTTT 

1735 CTITTGTTTTTAAATCAATC^ 

1795 CCTGGACAAGCACATAGCAAGCTGAACTG^ 

1B55 GGCCTTCAGCTGGAGCT^ 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 
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Fiqur 5 
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Flour i 



* " " * • 

I SerflapS.rUa I Cy sflapS.rCyaG I uRspSerThrTyrThrG I nUuTppRanTrpUa I 

t TCGGRCTCCGTGTGTGflCTCCTGTGflGGRCAGCRCATflCflCCCAGCTCTGGARCTGGGTT 

1 ProGluCysLeuSepCyaGlySerflrgCyaSepSerflspGlnUalGluThpGlnfllaCg* 

I CCCGflGTGCTTGRGCTGTGGCTCCCGCTGTRGCTCTGflCCflGGTGGflflflCTCflflGCCTGC 

! ThpflrgGluGlnflanflpgl leCyaThpCyaflpgPpoGlyTppTypCyaAloLeuSepLua 

I flCTCGGGflRCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCflCGCCCGGCTGGTflCTGCGCGCTGflCCRflG 

• • • # . ♦ 

1 G I nG I uG I yCyaflpgleuCyafl I aPpolauPpoLysCyaflpgPpoG I yPheG lyUalRIa 

1 CflGGRGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGG.ee 

• 

1 flpgPpoG I yThrG I uThrSerflspUa I \Jc I CyalyaProCyafl I oPpoG I yThrPheSer 

1 flGflCCRGGflflCTGflRflCRTCflGfiCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

1 RsAThrThr.SerSerThrflapl I eCyaflrgProHlaGlnl I eCysflanUa I Ua I Rial lo 

1 RRCRCGflCTTCRTCCflCGGflTRTTTGCRGGCCCCflCCflGRTCTGTRflCGTGGTGGCCflTC 

1 ProG I yflanfl I aSerflrgflapfl I aUa I CyaThrSepThrSerProThrflpgSernetRI a 

1 CCTGGGflflTGCRRGCflGGGfiTGCRGTCTGCflCGTCCRCGTCCCCCflCCCGGflGTRTGGCC 

1 ProG I yfl I aUa I H I aLeuProG I nPpoUa I SorThpflrgSerG InHIa ThrG I nPpoSer 

1 CCRGGGGCflGTRCflCTTflCCCCflGCCRGTGTCCRCflCGflTCCCflRCflCflCGCflGCCflRGT 

1 ProG I uProSerThrfl I aProSerThrSerPheLauLsuPpotlotGI yProSerProPro 

1 CCRGRflCCCflGCflCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCRGCCCCCCfl 

1 RlaGluGI ySepThrG I yflapPhefl I aleuPr oUc I G I yLeu I teUolG I ylla I Thpfl I a 

1 CCTGRRGGGRGCflCTGGCGflCTTCGCTCTTCCRGTTGGflCTGflTTGTGGGTGTGflCflGCC 

1 b^tfSi^tS"'--*" 1 ,al ,eG '« Ua,u <»lfl«nCysU«l Mtit.tThpGlnUalLyaLysLui 

I TTGGGTCTRCTARTRRTAGGAGTGGTGRflCTGTGTCATCATGACCCAGGTGARARflGRAG 

! —I!™!! 8LeuG 1 nflr sG ' ufl 1 oL « sUa ' ProH 1 »«-«uPpoA I aflspLysfl I aflpgG I y 

1 CCCTTGTGCCTGCRGAGRGRRGCCARGGTGCCTCRCTTGCCTGCCGATRAGGCCCGGGGT 

1 ThpG I nG I yPpoG I uG I nG I nH I aleuLeu 1 1 eThrA I aProSer Ser SorSer S«rStr 

1 RCRCAGGGCCCCGRGCRGCRGCRCCTGCTGRTCACflGCGCCGAGCTCCAGCAGCRGCTCC 

! ^"Si!!! ,pSepfl 1 aSepfl 1 aLeuflapflpgflpgR I aPpoThpflpgftanG I nPpoG InRIa 

1 CTGGRGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGRCRGRRGGGCGCCCACTCGGAACCAGCCRCRGGCR 
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♦ • • • • • 
28 1 ProG I yUa I G I ufl I oSerG I yfl I aG I yG I ufl I aflrgft I aSer ThrG lySerSerA I aflsp 
611 CCAGGCGTGGAGGCCAGTGGGGCCGGGGAGGCCCGGGCCAGCRCCGGGAGCTCBGCRGAT 

* • • • • • 

301 StrSerProG lyGlyHlsGI yThrG I nUa I AsnUa I ThrCys I leUol AsnUa I CysSer 
901 TCTTCCCCTaGTGGCCATGGGACCCAGGTCAATGTCACCTGCATCGTGAACGTCTGTAGC 

321 ScrSerflspH i sSerSerG I nCyaSerSerG I nfl I aS«r$erThrf1et G I yflapThrflsp 
961 flGCTCTCflCCflCflGCTCflCHGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCflCRflTGGGflGflCflCflGflT 

• » • ■ • • 
311 StrSerProSirG I uSerProlysAspG I uG I nUo I ProPh«S«rLyaGI uG I uCy »AI a 

1 021 TCCAGCCCCTCGGAGTCCCCGAAGGACGAGCAGGTCCCCTTCTCCAAGGAGGAflTGTGCC " 

* * • • * • 

361 PhaflrgSorG I nLeuG I uThrProG I uThrLeuLeuG I ySarThrG I uG I uLy sProLtu 
1 0B 1 TTTCGGTCACAGCTGGAGACGCCflGAGRCCCTGCTGGGGAGCACCGAAGRGARGCCCCTG 

381 ProLeuG I yUa I ProAspA I aG I yfletlysPr aSer 

1111 CCCCTTGGAGTGCCTGATGCTGGGATGAAGCCCflGTTAflCCAGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1201 CGTAGCCAAGGTGGCTGHGCCCTGGCAGGATGACCCTGCGABGGGGCCCTGGTCCTTCCA 

1 261 GGCCCCCACCACTflGGACTCTGAGGCTCTTTCTGGGCCAAGTTCCTCTAGTGCCCTCCAC 

1 321 AGCCGCAGCCTCCCTCTGACCTGCAGGCCABGBGCBGAGGCflGCGBGTTGTGGAABGCCT 

1301 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGARGGCTGGCTGGGCBTGGBCGTTCGGGGCBTGCT 

1 141 GGGGCAAGTCCCTGAGTCTCTGTGACCTGCCCCGCCCBGCTGCBCCTGCCflGCCTGGCTT 

1 501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTnGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1 S6t TCTGCCCBGCTCTGGCTTCCAGAAAACCCCflGCBTCCTTTTCTGCBGflGGGGCTTTCTGG 

1621 AGRGGAGGGATGCTGCCTGAGTCBCCCATGBBGBCRGGACBGTGCTTCnGCCTGBGGCTG 

1681 flGBCTGCGGGBTGGTCCTGGGGCTCTGTGCBGGGBGGBGGTGGCBGCCCTGTBGGG ABCG 

1 71 1 GGGTCCTTCAAGTTBGCTCAGGAGGCTTGGflflflGCBTCACCTCBGGCCAGGTGCBGTGGC 

1801 TCBCGCCTRTGBTCCCBGCBCTTTGGGAGGCTGflGGCGGGTGGBTCACCTGBGGTTAGGB 

1 86 1 GTTCGBGRCCAGCCTGGCCAACATGGTAflAACCCCRTCTCTBCTBflAflflTflCAGBflATTA 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCACCTBTAGTCCCAGCTRCTCAGBflGCCTGBGGCTGGGRBBT 

1 96 1 CGTTTGBACCCGGGAAGCGGAGGTTGCAGGGBGCCGBGATCflCGCCACTGCflCTCCAGCC 

2011 TGGGCGBCR GRGC GBGRGTCTGTCTCRABRGBARflBABARARGCBCCGCCTCCRBRTGCT 

2101 ABCTTGTCCTTTTGTRCCATGGTGTGBBAGTCAGRTGCCCAGBGGGCCCflGGCAGGCCBC 

21 6 1 CRTRTTCBGTGCTGTGGCCTGGGCBBGflTflflCGCflCTTCTflflCTflGRBflTCTGCCBBTTT 

222 1 TTTAAAAAAGTAAGTACCBCTCAGGCCAACflflGCCBACGBCflflRGCCBAflCTCTGCCRGC 

228 1 CACBTCCBBCCCCCCBCCTGCCRTTTGCBCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCBG 
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